Research on gene regulatory machinery for cadherin-6 and the role of classic cadherins for elaboration of area-specific cytoarchitecture in the mosue cerebral cortex by 江草 早紀
  
 
早稲田大学大学院 先進理工学研究科 
 
 
 
 
博士論文審査報告書 
 
 
 
 
 
 
 
 
論  文  題  目  
 
マウス大脳皮質における細胞接着因子 
カドヘリンの発現制御機構と機能領野特異的
組織構築への寄与に関する研究 
 
Research on gene regulatory machinery for 
cadherin-6 and the role of classical 
cadherins for elaboration of area-specific 
cytoarchitecture in the mouse cerebral 
cortex 
 
申  請  者 
 
江草   
 
早紀 
 
Saki     
 
EGUSA 
 
電気・情報生命専攻 光物性工学研究 
 
 
 
2016 年 3 月  
  1 
大脳皮質は哺乳類が新しく獲得した脳組織で、高次な機能を司る中枢
である。それは放射状に 6 層構造を有し、各層が異なる細胞種で構成さ
れている。接線方向には、機能領野と呼ばれる区画が存在し、領野ごと
に独自の 6 層構造様式と神経回路網が、それに特化した情報処理を担っ
ている。大脳皮質とそこへ外界からの情報を伝達する視床核と視床 -皮
質間神経回路の基本構築様式は徐々に明らかになってはいるが、それら
発 生 過 程 に お い て 多 様 な 機 能 領 野 個 々 の 形 態 的 特 徴 が 規 定 さ れ る 細
胞・分子レベルでの機構については未解明な部分が多い。  
 クラシックカドヘリン (cadherin :  Cdh)は細胞膜貫通型の接着因子で
あり、約 20 種類のサブクラス各々が時空間特異的な発現を示すことか
ら、機能細胞群の選別・集合・維持など動的な発生局面において重要な
役割を担うことが知られている。一方で、Cdh 遺伝子のサイズは平均的
な分子の遺伝子サイズと比較して巨大であること、かつ発現様式が複雑
であることから、それらの発現制御機構についてはほとんど不明なまま
であった。また、大脳皮質には多数のサブクラスが同時に発現している
ことに起因する相補性により、特定 Cdh の機能的意義を解明しようと
するとき、従来の機能欠損手法に基づく試みは奏功していなかった。  
 本論文で筆者は、マウス大脳皮質機能領野特異的な組織構築への Cdh
の 寄 与 を 解 明 す る た め の マ イ ル ス ト ー ン と し て 、 細 菌 人 工 染 色 体
(bacterial  art i f i c ial  chromosome:  BAC)を利用したトランスジェニッ
ク (Tg)マウス作出技術と、先進型子宮内電気穿孔法と導入遺伝子発現制
御システムの組み合わせ技術を駆使して、大脳皮質各層と視床内側膝状
体における Cdh6 遺伝子転写調整領域の解明と、一次体性感覚野 Barrel
領域 (S1BF)  IV 層領域特異的な組織構築における Cdh6 と Cdh2 の相互
作用がもつ機能的意義の解明に挑んでいる。  
 本論文は 4 章で構成されている。以下、各章ごとに概要を述べ、評価
を加える。  
 第 1 章では、研究背景を詳述し、解明すべき問題の深遠さに起因する
困難さを整理したうえで、研究目的を明確化し、研究戦略の概要を述べ
ている。  
 第 2 章では、マウス大脳皮質 VI 層、 I I /I I I 層、聴覚野 V 層、視床内
側膝状体それぞれにおける Cdh6 遺伝子に関わる転写調整領域を解析し
た結果について述べている。これら領域での Cdh6 遺伝子発現転写調整
領域を保有していることがわかっている BAC#1 のセグメント I を詳細
に解析する目的で、セグメント I を分割設計して新たな BAC を 3 種類
合成し、それらをもとに Tg マウスを作出している。その後、それぞれ
の BAC がもつ遺伝子座が担う Cdh6 遺伝子転写調整領域をレポーター
発現によって可視化、さらに各種大脳皮質層や領域特異的なマーカーと
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の共免疫染色などを利用した解析によって、それぞれの脳領域で Cdh6
遺伝子発現に関わる特異的な転写調整領域候補を、数十 kb の範囲にま
で絞り込むことに初めて成功している。  
 これらは、異なる領野および皮質層特異的な Cdh6 遺伝子発現は各々
異なる遺伝的プログラムによって厳密に規定・制御されている可能性を
示唆する重要な成果である。さらに得られた転写調整領域に関する情報
は、 Cdh6 遺伝子の機能の局所的阻害、異所的発現あるいは過剰発現な
ど多様な研究戦略立案を可能にする成果として評価できる。  
 第 3 章では、S1BF に特徴的な頬ヒゲの情報を入力する視床核からの
軸索束を星状細胞群が囲う樽構造の生後に限局した領域特異的な組織
構築と神経細胞の形態形成における Cdh2 と 6 の役割に関する研究成果
がまとめられている。筆者は自ら、S1BF IV 層接線軸平面において神経
細胞では Cdh2,6 が、視床皮質軸索では Cdh2,4,6 ,8 が発現していること
を確認したうえで、 Cdh2 は皮質特異的な機能欠損実験から層構造形成
に不可欠であること、最近、生後脳皮質において Cdh6 遺伝子発現境界
が将来の Barrel 野と Limb 野の形態的な境界を規定することおよび
Cdh6 の異所的発現が S1BF IV 層における視床皮質軸索末端の特徴的な
構造を乱すことが明らかにされていることを勘案して Cdh2 と 6 の相互
作用に注目した。  
 筆者は、 BAC-Tg マウス作出技術を用いて、 Cdh6 遺伝子を発現して
いる IV 層神経細胞を核局在 EGFP シグナルで可視化できる Tg マウス
を新たに作出し、さらに先進型子宮内電気穿孔法と導入遺伝子発現を生
後の薬剤投与により制御できるシステムを組み入れる技術によって、生
後限局的にかつ独立に Cdh6 過剰発現、 Cdh2 過剰発現、 Cdh6異所的
発現、 cN390異所的発現、 Kir2 .1 異所的発現する Tg マウスを作出し
ている。ここで、 Cdh6分子と cN390分子は、 Cdh6 と比較してそれ
ぞれ細胞内ドメインと細胞外ドメインを欠失した分子であり、前者は無
機能型分子、後者は Cdh による安定な細胞接着を優性的に阻害する。
また、Kir2 .1 分子は神経細胞を電気的に不活化する。さらに生後直ちに
頬ヒゲ 5 列のうち 3 列目を焼灼したマウスも準備している。  
 これらマウス群のコントロール群に対する樽組織構築様式、樽構造内
細胞体配置、神経細胞の樹状突起伸長と配向性の変化を解析し統計的検
討を加えた結果、 S1BF 特異的な組織構築や神経細胞の形態形成には神
経細胞の活性による Cdh2 と 6 の絶妙な発現バランスが重要であること
を初めて明らかにしている。神経細胞と樹状突起における Cdh 発現様
式を神経細胞の活性がどのように制御しているかという問題 を解決す
べき問題として浮き彫りにした本章の成果は、大脳皮質領野形成・分子
機構の完全解明への道を拓く成果の一つとして評価できる。  
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 第 4 章では、本論文の成果を要約し、今後の展望について述べている。 
      
 以上を要するに、筆者は、まず、BAC-Tg マウス作出技術を駆使した
実験を行い、 Cdh6 遺伝子の大脳皮質各層や領域特異的な発現様式は、
発現部位特異的に個々の遺伝的プログラムによって厳密に規定・制御さ
れている可能性を初めて示唆し、次に BAC-Tg マウス作出技術および先
進型子宮内電気穿孔法と導入遺伝子発現を生後に限局して制御するシ
ステムを組み入れる技術を駆使することで、 S1BF に特徴的な樽構造の
生後に限局した領域特異的な組織構築や神経細胞の形態形成において、
神経活性依存的な多サブクラスのクラッシックカドヘリンの相互作用
が絶妙なバランスを保つことが重要であることを初めて明らかにした。
これらの成果は、生化学 /遺伝子工学分野における BAC-Tg マウス作出
技術の有用性を実証するとともに、神経科学分野における高次脳機能疾
患の病態解明や脳組織構築様式の進化原理解明に、貢献するものである。
よって本論文は、博士（理学）早稲田大学の学位論文として価値あるも
のと認められる。  
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